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Resumen del proyecto

Las enfermedades de Chagas y Leishmaniasis afectan a millones de personas en América Latina y en el mundo. Los tratamientos disponibles son antiguos, costosos
y muchas veces generan efectos adversos importantes, lo que hace urgente la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.

Este proyecto se centré en el “reposicionamiento de fadrmacos”. En lugar de disefiar medicamentos desde cero, se evaluaron medicamentos ya aprobados y
disponibles en nuestro pais para otras enfermedades, explorando si podian también combatir a los pardsitos responsables de estas dolencias. También, dada la
larga trayectoria realizada por nuestro grupo de investigacidn en estas enfermedades, combinamos la estrategia de “reposicionamiento de farmacos” con
moléculas con destacada actividad in vitro e in vivo de origen sintético (arilidenonas) que tiene nuestro grupo.

Se estudiaron mds de 100 medicamentos de uso comun y se identificaron varios con actividad prometedora contra los pardsitos que causan la Leishmaniasis y la
enfermedad de Chagas. Algunos, como naftazona, bromuro de pinaverio, formononetina (climodin), gabapentina para T. cruzi y metamizol, carvedilol, desloratadina
para leishmaniasis mostraron resultados alentadores tanto en pruebas de laboratorio como en modelos animales. Ademds, se analizaron combinaciones de
medicamentos entre si 6 medicamentos y moléculas sintéticas, encontrando pares que actuaron de forma aditiva o sinérgica, lo cual abre nuevas posibilidades
para tratamientos mds eficaces y menos toxicos.

Los resultados confirman que el reposicionamiento de fdrmacos es una via accesible y realista para generar nuevas terapias contra enfermedades desatendidas.
Estos avances no solo aportan conocimiento cientifico, sino que también sientan bases para futuros ensayos preclinicos y clinicos, con impacto potencial en la salud
publica de nuestra regién.

Ciencias Médicas y de la Salud / Ciencias de la Salud / Medicina Tropical / I+D de fdrmacos

Palabras clave: Chagas / Lesihmaniasis / sinergismo /
Antecedentes, problema de investigacién, objetivos y justificacién.

Antecedentes

La enfermedad de Chagas y las Leishmaniasis viscerales (LV) son enfermedades parasitarias desatendidas con gran relevancia en América Latina y otras regiones
tropicales y subtropicales. La enfermedad de Chagas es causada por Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y, desde su descubrimiento hace mds de 100 afos por el Dr.
Chagas, se considera potencialmente mortal, con aproximadamente 12.000 muertes anuales. Se estima que entre 6 y 7 millones de personas en el mundo estdn
infectadas por T. cruzi, principalmente en dreas rurales de Latinoamérica [1]. Es endémica en 21 paises y su propagacion se ha visto favorecida por la
globalizacién y la migracién de individuos infectados [2]. La morbi-mortalidad de la enfermedad supera a otras infecciones parasitarias, incluida la malaria[3]. La
transmisién ocurre principalmente por la via vectorial, a través de heces u orina de insectos triatominos, conocidos como vinchucas, que pican a seres humanos y
otros mamiferos. En Uruguay, aunque se erradicé Triatoma infestans en 1997 mediante control integrado de vectores [4], se estima que entre 8 y 10 mil personas
permanecen infectadas y muchas sin diagnéstico debido al desconocimiento de la poblacién y del personal de salud.

La Leishmaniasis visceral es causada por protozoarios hemoflagelados del género Leishmania: L. donovani, predominante en el subcontinente indio, China, Africa e
Irak; L. infantum, comin en la cuenca del Mediterrdneo europeo y africano; y L. chagasi, responsable de los casos en América [5]. La enfermedad se caracteriza
clinicamente por fiebre, pérdida de peso, hepatoesplenomegalia y adenopatias [6]. Sin tratamiento, la LV tiene una tasa de mortalidad superior al 95 %. La mayoria
de los casos reportados se concentran en Brasil, el este de Africa e India.

En Uruguay, la LV representa una amenaza emergente: en 2010 se detectd por primera vez el vector Lutzomyia longipalpis en Arenitas Blancas, activando alertas
epidemioldgicas. En febrero de 2015 y agosto de 2016 se identificaron los primeros casos en perros en Salto y Bella Unién, llevando a la eutanasia de cerca de 60
caninos como medida preventiva. En diciembre de 2018 se diagnosticé el primer caso humano, una nifa de 4 anos en Salto, que luego de un tratamiento largo y
costoso evoluciond favorablemente [7]. El segundo caso, en enero de 2019, involucré a una mujer de 33 afios con comorbilidades, que fallecié 20 dias después del
diagnéstico [8]. Hasta la fecha, se han registrado 9 casos humanos en Salto [9].

Los principales farmacos utilizados para LV incluyen antimoniales pentavalentes, anfotericina B y miltefosina [10,11], con eficacia variable segln region, edad y
estado inmunoldgico del paciente. Otros agentes, como paromomicina [12,13] y pentamidina [14,15], tienen uso limitado en América Latina debido a alto costo,
resistencia farmacoldgica y variabilidad en eficacia. La coinfeccién LV-VIH representa un desafio adicional, aumentando hasta 100 veces el riesgo de desarrollar
LV sintomatica y quintuplicando la mortalidad [16,17]. La deteccion de reservorios asintomdticos en humanos y animales complica adn mds el control de la
enfermedad [18].

Los tratamientos actuales para Chagas, como Benznidazol y Nifurtimox, aunque efectivos en fases agudas, presentan limitada eficacia en etapas crénicas,
mutagenicidad, efectos adversos severos y alto costo [19]. La escasa disponibilidad de nuevos farmacos refleja el desinterés de la industria farmacéutica debido a
la baja rentabilidad, afectando principalmente a poblaciones de bajos recursos [20].

El reposicionamiento de farmacos surge como estrategia efectiva para enfermedades desatendidas como Chagas y LV [21-24]. Este método permite reutilizar
medicamentos aprobados para otras patologias (como antimoniales pentavalentes para Trypanosoma spp., anfotericina B para hongos y miltefosina como
anticancerigeno) acelerando estudios clinicos y reduciendo riesgos y costos, al aprovechar informacién previa de farmacocinética, toxicologia y vias metabdlicas
[25-27]. Ademds, esta estrategia disminuye la necesidad de experimentacién animal y permite aplicaciones veterinarias.

Nuestro grupo de investigacién, desde 1994, ha trabajado en el disefio racional de moléculas con actividad antiparasitaria frente a T. cruzi y Leishmania spp. Se
han identificado compuestos relevantes, incluyendo tiazolidenhidrazinas y diarilidencetonas, con excelente actividad parasitaria y perfiles farmacoldgicos
prometedores. Ademds, se han desarrollado moléculas esteroideas con resultados superiores a los farmacos comerciales. Recientemente, se exploraron
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combinaciones con fdrmacos comerciales en modelos preclinicos de Chagas, obteniendo resultados alentadores. Con base en estos antecedentes, el proyecto
propone investigar la combinacién de estos compuestos con otros farmacos utilizados en Uruguay que tengan accién tripanosomicida o leishmanicida, buscando
alternativas terapéuticas eficaces, seguras y accesibles.

Problema de investigacion

A pesar de los avances en control vectorial y disponibilidad de farmacos histéricos, existen limitadas opciones terapéuticas efectivas y seguras para Chagas y LV.
Los tratamientos actuales presentan baja eficacia en fases crénicas, resistencia farmacoldgica, efectos adversos severos, costos elevados y escasa disponibilidad.
La coinfeccién LV-VIH, la asintomaticidad de los reservorios humanos y animales, y la vulnerabilidad de paises como Uruguay frente a vectores y reservorios
incrementan la complejidad del control sanitario.

La industria farmacéutica demuestra desinterés por estas enfermedades debido a la baja rentabilidad, dejando a poblaciones vulnerables sin acceso a terapias
modernas. Esto hace indispensable explorar estrategias innovadoras que permitan el desarrollo rdpido de farmacos eficaces, seguros y de bajo costo, incluyendo
reposicionamiento de medicamentos y combinaciones sinérgicas de agentes bioactivos.

Objetivos

Objetivo general:

Identificar y evaluar fdrmacos y moléculas sintéticas con actividad tripanosomicida y leishmanicida, asi como posibles combinaciones sinérgicas o aditivas, con el
fin de desarrollar terapias mds seguras, eficaces y accesibles para Chagas y Leishmaniasis visceral.

Objetivos especificos:

Seleccionar medicamentos aprobados y moléculas sintéticas del grupo de trabajo para su evaluacion frente a T. cruzi y L. infantum.

Evaluar la actividad antiparasitaria de estos compuestos in vitro e in vivo.

Identificar combinaciones que potencien la accidn tripanosomicida o leishmanicida mediante efectos sinérgicos o aditivos.

Analizar la toxicidad y perfil farmacolégico de los compuestos mds prometedores.

Justificacion

El desarrollo de tratamientos eficaces, seguros y de bajo costo es crucial para Chagas y LV, especialmente en regiones vulnerables de América Latina. El
reposicionamiento de fdrmacos y la combinacién de agentes bioactivos permite acelerar el desarrollo terapéutico, minimizar riesgos y costos, y reducir la
experimentacion animal.

Los antecedentes del grupo de investigacion muestran que existen moléculas sintéticas con alta actividad antiparasitaria y baja toxicidad, constituyendo una base
sélida para avanzar hacia estrategias terapéuticas mads efectivas [28,30-36]. Este proyecto tiene el potencial de generar alternativas terapéuticas innovadoras,
mejorar la calidad de vida de los pacientes y contribuir significativamente a la salud publica nacional e internacional.

Metodologia/Diserio del estudio

Compuestos y preparacion de principios activos

Se utilizaron medicamentos aprobados para uso clinico en Uruguay, tanto en formulaciones sélidas como liquidas, con el objetivo de evaluar su potencial de
reposicionamiento como agentes antitripanosomdtidos. En el caso de las formulaciones sélidas (comprimidos o cdpsulas), los principios activos fueron extraidos
mediante trituracion manual en mortero y posterior tratamiento con solventes orgdnicos seleccionados segun la solubilidad del compuesto (principalmente acetato
de etilo, diclorometano o acetona). Las suspensiones resultantes fueron filtradas para remover excipientes insolubles y el solvente fue eliminado por evaporacién a
presion reducida. Las formulaciones liquidas (jarabes o soluciones) fueron utilizadas sin extraccién previa, ajustando las concentraciones en funcion de la
molaridad estimada del principio activo declarado por el fabricante. Para verificar la pureza e identidad de los compuestos mas activos y selectivos se procedié a
emplear técnicas de cromatografia y resonancia magnética nuclear.

Previo a su empleo en los bioensayos, todos los compuestos fueron solubilizados en dimetilsulfoxido (DMSO, grado biolégico) para obtener soluciones madre de 25
mM o 50 mM, que fueron almacenadas a -20 °C en alicuotas para evitar ciclos de congelamiento-descongelamiento. Durante los ensayos, la concentracion final de

DMSO0 en los sistemas bioldgicos no superd el 1 %, nivel en el cual no se observaron efectos adversos sobre pardsitos ni células hospedadoras.

2.2. Cultivo y mantenimiento de pardsitos
2.2.1. Trypanosoma cruzi

Se emplearon diferentes estadios evolutivos de Trypanosoma cruzi:

Epimastigotes [28]: Cepa Tulahuen 2 (DTU TcVI), cultivados a 28 °C en medio Brain Heart Infusion (BHI) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y
antibidticos (penicilina/estreptomicina 100 U/mL).

Tripomastigotes tisulares [36]: Cepa CL Brener (DTU TcVI), obtenidos a partir de ratones BALB/c infectados durante la fase aguda de parasitemia, para su uso en

infecciones experimentales in vivo.
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Tripomastigotes metaciclicos e intracelulares: Cepa Dm28 clon (DTU Tcl), derivada de cultivos de epimastigotes de 15 dias, utilizada para infectar células Vero. Los
tripomastigotes liberados al sobrenadante tras 5—7 dias de incubacion a 37 °Cy 5 % CO2 fueron recolectados por centrifugacion (3000xg, 10 min) y utilizados
inmediatamente o refrigerados por corto plazo.

Amastigotes intracelulares [36]: Obtenidos a partir de células Vero previamente infectadas (relacién infeccion 10:1), fijadas y tefidas con DAPI para cuantificacion
microscépica.

2.2.2. Leishmania spp.

Se emplearon dos especies:

Leishmania infantum MHOM MA6717/MAP263 (promastigotes y amastigotes): La forma promastigote se cultiva en BHI y la forma amastigote en RPMI, 10% de SFB
[37].

También se empled una linea bioluminiscente que expresa la luciferasa Photinus pyralis (PpyRE9H o RE9HLUC) [29].

Utilizada para ensayos in vitro: estudios de viabilidad, citometria y combinaciones farmacoldgicas.

Leishmania amazonensis, cepa: IFLA/BR/1967/PH8. Utilizada en el modelo murino in vivo de leishmaniasis cutdnea. Mantenida por pasajes cada 6—8 semanas en
hdmsteres (Mesocricetus auratus).

2.3. Ensayos in vitro contra T. cruzi
2.3.1. Ensayo de inhibicién en epimastigotes [28]

Suspensiones de epimastigotes de T. cruzi Tulahuen 2 fueron ajustadas a una concentracion inicial de 4 x 106 pardsitos/mL y distribuidas en placas de 24 pocillos
(0,6 mL por pocillo). Los compuestos se anadieron a una concentracion inicial de 25 uM (o 100 ug/mL en el caso de extractos naturales). Tras 5 dias de incubacién a
28 °C, la proliferacién se determiné por densidad éptica a 610 nm, calculando el porcentaje de inhibicién respecto al control negativo tratado con 0,4 % DMSO.

Los compuestos con inhibicién superior al 65 % fueron considerados activos y se les determind la concentracion a la cual inhibe el 50% del crecimiento (CI50)
mediante regresion no lineal ajustada a una curva sigmoidea de Boltzmann.

2.3.2. Ensayos en tripomastigotes [37]

Los tripomastigotes de T. cruzi Dm28 fueron expuestos a concentraciones crecientes de los compuestos durante 24 h en placas negras de 96 pocillos (densidad de 1
x 107 pardsitos/pocillo). La viabilidad se midié mediante resazurina (2 mg/mL en RPMI), registrando la fluorescencia (Ex 530 nm / Em 590 nm) tras 4 h de
incubacién a 37 °C.

2.3.3. Ensayos en amastigotes intracelulares [37]

Se infectaron células Vero con tripomastigotes Dm28 (relacién 10:1) y, una vez establecida la infeccidn, se trataron con los compuestos a diferentes concentraciones
durante 24 h. Tras el tratamiento, las células fueron fijadas y teiiidas con DAPI, y se cuantificé el porcentaje de células infectadas y el nimero de amastigotes por
célula.

2.4. Ensayos in vitro contra Leishmania spp.

2.4.1. Screening en promastigotes [38]

Se evalué la actividad leishmanicida inicial en promastigotes de Leishmania infantum cultivados en BHI suplementado con 10 % de suero fetal bovino. Las formas
promastigotes se ajustaron a 4 x 106 pardsitos/mL y se incubaron con los compuestos a 100 yM durante 5 dias a 28 °C. La viabilidad se determiné mediante la
medida de absorbancia a 610nm al dia 0 y dia 5 siguiendo con la siguiente formula para calcular el porcentaje de inhibicion: (Ap - Ap0)/(Ac5 - Ac0) x 100, donde Ap
es la absorbancia del compuesto al dia 5; Ap0 es la absorbancia al dia 0 del compuesto; Ac5 es la absrobancia al dia 5 del control negativo y Ac0 es la absorbancia
al dia 0 del control negativo.

2.4.2. Ensayo bioluminiscente en amastigotes intracelulares de Leishmania infantum en THP-1[29]

La actividad frente a la forma amastigote intracelular de L. infantum se evalué empleando macréfagos humanos derivados de la linea THP-1 infectados con
pardsitos que expresan luciferasa, mediante un ensayo bioluminiscente.

Las células THP-1 se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con 10 % SFB y se sembraron en placas de 96 pozos. La diferenciacién a macréfagos se indujo con PMA
(50 ng/mL, 48 h), seguida de un periodo de reposo de 24 h en medio sin PMA. Posteriormente, los macréfagos se infectaron con promastigotes de L. infantum
luciferasa+ (MOI 10:1) durante 4—6 h a 37 °C, tras lo cual se realizaron lavados con PBS para eliminar los pardsitos extracelulares y se incubé 24—48 h adicionales
para permitir la diferenciacion a amastigotes intracelulares.

Los cultivos infectados se trataron con distintas concentraciones de los compuestos en estudio durante 48—72 h, incluyendo controles de crecimiento (vehiculo),
control positivo (farmaco de referencia). Al finalizar el tratamiento, se afadi6 el reactivo de luciferasa segun las indicaciones del fabricante y se midi6 la
bioluminiscencia en un lector de placas. La viabilidad parasitaria se expresé como porcentaje respecto al control de crecimiento y los valores de CI50 se
obtuvieron mediante ajuste no lineal de las curvas concentracién—respuesta.
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2.5. Ensayos de combinacién binaria e isobolografia [28]

Las combinaciones de dos agentes activos se evaluaron mediante el método isobolografico. Para cada par, se prepararon mezclas a fracciones fijas de sus CI50
individuales: 0,25xCI50 + 0,25xCI50; 0,5xCI50 + 0,5xCI50; 0,75xCI50 + 0,75xCI50; y 1xCI50 + 1xCI50. Tras 5 dias de incubacién con epimastigotes de T. cruzi ¢
promastigote de Leishmania Infantum, se calculé el porcentaje de inhibicidén y se determind la concentracién combinada que generd un 50 % de inhibicion (CV).

Se calculd el indice de la concentracidn inhibitoria fraccional o FIC (Fractional Inhibitory Concentration):

FIC = (CI50 en combinacién / CI50 individual) + (CI50 en combinacién / CI50 individual)

Los valores de FIC se interpretaron como menores a 1, sinergismo, iguales a 1, aditividad y mayores a 1, antagonismo.
2.6. Estudios de mecanismo de accién in vitro de T. cruzi y L. infantum [37]

Para analizar si los mecanismos de accién descritos en mamiferos se mantenian en T. cruzi, se repitieron los ensayos de CI50 en epimastigotes Tulahuen 2y
promastigote de L. infantum en presencia de:

Exceso de Ca? (1 mM de CaCl)
Exceso de L-glutamato (1 mM)
Exceso de N-acetil-L-cisteina (NAC) (1 mM)

Ademds, se realizaron estudios de mecanismo de muerte en pardsitos expuestos a 20xIC50 mediante citometria de flujo, utilizando marcadores de apoptosis
temprana y tardia (Annexina V / ioduro de propidio o CA-AM/IP), clasificando las poblaciones en viables, apoptosis temprana, apoptosis tardia/necrosis o necrosis.
Se estudié a las 6 h'y 24 h para ver el efecto de muerte.

2.7. Modelo in vivo agudo de Chagas en ratén BALB/c y Leishmaniasis cutdnea [29, 30]
2.7.1. Aprobacidn ética y condiciones de alojamiento

Modelo murino agudo de Chagas.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Etica en Experimentacién Animal de Paraguay. Se utilizaron ratones BALB/c machos de 3 meses de edad,
alojados en cajas individuales bajo condiciones controladas de temperatura (22—24 °C) y ciclo luz-oscuridad 12:12 h, con alimento y agua ad libitum. La parasitemia
se monitored cada 2—3 dias mediante recuento directo en cdmaras de Neubauer con sangre obtenida de la cola, expresando los resultados como nimero de
pardsitos por mililitro de sangre. El tratamiento farmacoldgico se inicié cuando la parasitemia alcanzé su pico mdaximo (entre los 5 y 7 dias postinfeccién).

Los farmacos evaluados incluyeron compuestos previamente identificados como activos in vitro. La eficacia terapéutica se determind mediante la reducciéon de la
parasitemia en sangre periférica y la supervivencia de los animales hasta 30 dias post-infeccion.

Al finalizar el tratamiento, se considerd la tasa de supresion parasitaria y la curacion parasitolégica, evaluadas por xenodiagndstico y hemocultivo. Los resultados
fueron expresados como media + desviacién estdndar (DE), y el andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Tukey,
considerando diferencias significativas para p < 0.05.

Modelo murino de leishmaniasis cutanea

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Etica en Experimentacion Animal de Paraguay. Para los estudios in vivo, se empleé un modelo murino de
leishmaniasis cutdnea utilizando ratones BALB/c (machos y hembras), suministrados por el IFFA-CREDO (Lyon, Francia) y criados en el Instituto de Investigaciones
en Ciencias de la Salud (IICS), San Lorenzo, Paraguay.

Los pardsitos empleados fueron amastigotes de Leishmania amazonensis (cepa IFLA/BR/1967/PH8), mantenidos mediante pasajes sucesivos cada 6—8 semanas en
hdmsteres dorados (Mesocricetus auratus), que sirvieron como reservorio biolégico para conservar su virulencia.

La infeccion experimental se realizé mediante la inoculacién en la almohadilla plantar posterior derecha de los ratones con 2 x 106 amastigotes suspendidos en 100
WL de solucién salina fosfatada (PBS).

El seguimiento de la enfermedad se efectué semanalmente durante 7 a 12 semanas, registrando el didmetro de la lesion cutdnea con calibre digital.

Los tratamientos se iniciaron 1 a 2 semanas después de la inoculacién, cuando la infeccidén ya estaba bien establecida y las lesiones visibles.

Tras dos semanas del fin del tratamiento, los animales fueron sacrificados y se evalué la carga parasitaria en el tejido lesionado.

Las lesiones se pesaron, homogenizaron y cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 10 % SFB, glutamina, penicilina y estreptomicina, incubdndose a 27 °C
durante 7 dias. El andlisis estadistico se realizé con GraphPad Prism 8, aplicando ANOVA y prueba t de Student, considerando diferencias significativas cuando p <
0.05.

2.7.2. Regimenes de tratamiento

Los compuestos se administraron por via oral mediante cdnula intragdstrica a animales conscientes, una vez al dia durante 15 dias consecutivos. Las dosis se
expresaron en pmoles/kg de peso corporal, ajustandose, cuando fue posible, al equivalente molar de benznidazol (50 mg/kg=192 pmoles/kg). Las combinaciones
binarias se administraron con cada componente a dosis completas o a la mdxima dosis factible segun su solubilidad o toxicidad.

2.7.3. Determinacion de parasitemia

Se empled el micrométodo capilar. Se colectaron muestras de sangre por puncién en cola en capilares calibrados (8—18 mm), que fueron centrifugados a 3000xg

durante 40 s. Se corté el capilar en la interfase entre eritrocitos y suero, extendiéndose el contenido sobre portaobjetos. Se contaron los tripomastigotes méviles
en 50 campos a 40x, promediando el nimero de pardsitos por campo y expresdndolo como tripomastigotes/5 mm?.
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2.7.4. Seguimiento de supervivencia

Se registraron los dias de mortalidad y se construyeron curvas de supervivencia Kaplan—Meier por tratamiento.

2.7.5. Determinacién de anticuerpos anti-T. cruzi

Al final del ensayo (dia 64), se recolectaron 200 pL de sangre de la vena caudal en ratones no anestesiados. Se realizé un ELISA utilizando antigenos derivados del
lisado de epimastigotes (T. cruzi cepa Y, DTU Tcll). Se determinaron los niveles de IgG anti-T. cruzi mediante densidad dptica a 450 nm.

2.8. Modelo in vivo de leishmaniasis cutdnea [30]

Ratones fueron infectados subcutdneamente en la base de la cola con promastigotes de Leishmania braziliensis. El tratamiento se administré por via oral o
subcutdnea segun el compuesto, durante 14 dias. La evolucién de la lesidn se midid con calibre digital semanalmente. Al finalizar el experimento, se cuantificaron
los pardsitos residuales en piel mediante cultivo o gPCR (segun disponibilidad).

2.9. Ensayo en modelo Danio rerio (zebrafish) para el estudio del desarrollo embrionario [30]

Para la evaluacion de los posibles efectos teratogénicos y embriotdxicos de los compuestos seleccionados, se utilizé el modelo embrionario de Danio rerio (D.
rerio), reconocido por su alta sensibilidad a contaminantes y fdrmacos, y por la conservacién de rutas de desarrollo homélogas a las de mamiferos.

Los embriones de D. rerio fueron obtenidos mediante cruce controlado de adultos sanos, mantenidos en sistemas acudticos con temperatura controlada (28 +1 °C),
pH 7.0-7.5 y ciclo luz/oscuridad de 14/10 h. Los huevos fecundados se recolectaron dentro de las primeras 2 h post-fertilizacién (hpf) y se seleccionaron bajo
microscopio estereoscdpico, descartando aquellos con irregularidades morfoldgicas o sin segmentacién normal.

Los embriones viables se distribuyeron en placas de 24 pozos, con 10 embriones por pozo, sumergidos en 2 mL de medio E3 (5 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CaCl,
0.33 mM MgS04, pH 7.2. Se utilizaron dos controles negativos: 1% DMSO (vehiculo) y agua de acuario (sin solvente). El control positivo empleado fue cafeina a su
LD90 embrionaria = 2.4 mM, previo antecedente de uso en el grupo como control de ensayo. Estos controles permitieron validar la sensibilidad del experimento y la

observacién de fenotipos esperados.

La exposicidn se realizé durante las primeras 96 horas post-fertilizacidn (hpf), con renovacién diaria del medio y de las soluciones de los compuestos. Se
registraron los siguientes pardmetros:

Tasa de eclosion (hpf 48—72)

Mortalidad embrionaria (%)

Malformaciones morfoldgicas (edema pericdrdico, deformacion de columna, curvatura caudal, microcefalia)

Longitud total del embrién (hpf 96)

Frecuencia cardiaca (lat/min)

Los embriones se observaron bajo un microscopio estereoscéopico Leica M205C y las imdgenes se analizaron con el software FIJI/ImageJ. Los resultados se
expresaron como promedio * desviacion estdndar de tres réplicas independientes.

El andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA de una via seguida del test de Dunnett, considerando diferencias significativas con p < 0.05.

Los pardmetros de viabilidad y morfologia permitieron estimar la concentracion letal media (LC50) y la concentracién de efecto teratogénico medio (EC50), que se
emplearon para calcular el indice terapéutico embrionario (TIE = LC50/EC50) de cada compuesto, indicador de su margen de seguridad en el desarrollo temprano.

2.10. Ensayos de mutagenicidad (Ames Test) [29]

Se utilizé Salmonella typhimurium TA98 (hisD3052) para detectar mutaciones por desplazamiento del marco de lectura, en presencia y ausencia de activacion
metabdlica (fraccién S9). Se prepararon cinco diluciones seriadas en DMSO desde la mdxima concentracién no citotdxica. Los compuestos se incubaron en agar con
histidina/biotina por 1 h a 37 °C, luego se sembraron en agar minimo glucosado y se incubaron por 48 h. Se consideré mutagénico un compuesto cuando el nimero
de revertientes duplicaba al control negativo en al menos dos concentraciones consecutivas.

2.11. Andlisis estadistico

Los datos se procesaron mediante OriginPro 9 y GraphPad Prism 5. Las curvas de porcentaje de inhibicién vs logaritmo de la concentracién se ajustaron mediante
regresion no lineal sigmoidea. Para comparar parasitemia y niveles de anticuerpos se empleé ANOVA de una via con pruebas post hoc no paramétricas. Las curvas
de supervivencia se analizaron mediante log-rank (Mantel—Cox). Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar y se consideraron significativos
valores de p<0,05.

Resultados, andlisis y discusién

Resultados, andlisis y discusion
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Durante el estudio se evaluaron 105 medicamentos aprobados en Uruguay (Ver Tabla A1), incluyendo 28 que no habian sido previamente ensayados frente a
Trypanosoma cruziy 105 de los cuales 83 no habian sido testeados frente a Leishmania infantum. El tamizaje fenotipico in vitro permitié identificar un conjunto de
compuestos con actividad significativa frente a ambos tripanosomdtidos, confirmando la utilidad del reposicionamiento como estrategia racional y de bajo costo
para el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos en enfermedades desatendidas.

Ensayos in vitro y seleccion de compuestos

Resultados en T. cruzi

En T. cruzi, el 18 % de los compuestos ensayados mostré inhibicién superior al 65 % del crecimiento de epimastigotes ensayados a 25 pM, clasificdndose como
promisorios para futuros estudios. Entre ellos, naftazona (Naft) y pinaverio bromuro (Pinav) presentaron las mejores actividades y los indices de selectividad mds
altos frente a macréfagos, destacdndose como nuevos quimiotipos antichagdsicos. Loratadina (Lorat), gabapentina (Gaba) y amlodipina (Amlod) también
demostraron actividad relevante, aunque con menor selectividad.

A partir de estos resultados se seleccionaron 13 compuestos para estudios de combinaciones binarias mediante andlisis isobologrdfico. Se observaron efectos
sinérgicos en el 4 % de las combinaciones, aditivos en el 8 % y antagonistas en la mayoria restante, lo que permitié discriminar asociaciones con potencial
terapéutico. Las combinaciones loratadina + terbinafina, lapatinib + extracto de trébol rojo (Climodin®) y naftazona + gabapentina fueron sinérgicas o aditivas
frente al pardsito y antagénicas en macréfagos, lo que constituye un perfil favorable para estudios in vivo.

Ensayos in vivo en modelos murinos de la fase aguda de la enfermedad de Chagas

Para la evaluacién preclinica, se seleccionaron cinco fdrmacos reposicionados (Naft, Gaba, Pinav, Lapatinib y Climodin®) y cuatro combinaciones binarias
(Naft+Gaba, Naft+Clim, Lapatinib+Clim y Loratadina+Terbinafina). Los tratamientos se administraron por via oral durante 15 dias consecutivos en ratones BALB/c
infectados con T. cruzi (cepa CL Brener, DTU TcVI), y se monitorizd la parasitemia, supervivencia y niveles de anticuerpos IgG anti-T. cruzi.

Entre las monoterapias, gabapentina y naftazona mostraron reducciones significativas en parasitemia respecto al control PBS, desplazando el primer pico
parasitario una semana y disminuyendo la carga total del pardsito. Ambas alcanzaron tasas de supervivencia del 80 %, con reduccion significativa en titulos de
anticuerpos anti-T. cruzi (54 % para Gaba y 76 % para Naft). Climodin® también redujo la parasitemia y mostré una supervivencia del 60 %.

La combinacién Naftazona + Gabapentina produjo los mejores resultados globales: redujo la parasitemia en un 73 %, abolié completamente el segundo pico
parasitario y alcanzé 100 % de supervivencia al finalizar el tratamiento. Ademads, disminuyd los titulos de anticuerpos en un 73 % respecto al control, reflejando una
fuerte correlacion entre control parasitolégico y respuesta inmune.

Por su parte, la combinacién Naftazona + Climodin® logré la mayor disminucion de anticuerpos (87 %), aunque con una supervivencia algo inferior (80 %). Los
compuestos Lapatinib + Climodin® y Loratadina + Terbinafina mostraron comportamientos aditivos, con reduccion moderada de la parasitemia y buena tolerancia.

Ninguna de las combinaciones o monoterapias evaluadas presenté efectos mutagénicos en el ensayo de Ames, tanto con como sin activacién metabdlica, lo que
confirma su perfil de seguridad inicial.

Caracterizacién de compuestos sintéticos y estudios de combinaciones

Se logro caracterizar, purificar y obtener el compuesto C1 a escala (Ver Anexo Figura A1) en rendimientos moderados, tal como se confirmé mediante los distintos
espectros analiticos.

Ademds, se analizaron y estudiaron un total de 78 combinaciones frente a las formas no infectivas de T. cruzi y L. infantum (39 en cada pardsito, respectivamente)
entre las distintas moléculas sintéticas (C1, C2 y C3, ver anexo Figura A1) y los frmacos comerciales seleccionados.

Se obtuvieron tres combinaciones sinérgicas y una aditiva para L. infantum, de las cuales fueron selectivas dnicamente dos de las tres sinérgicas. Asimismo, la
combinacién sinérgica entre el compuesto C2 y el fdrmaco Amlodipina resulté no mutagénica a concentraciones iguales o menores a la dosis maxima no téxica (400
Mg/placa).

Por otro lado, se obtuvo una combinacién aditiva (C1 + Climodin) para T. cruzi, con un IC50 de 0.02 uM para C1 (400 veces mds activo que el fdrmaco de referencia
nifurtimox) y 1.2 UM para el fdrmaco comercial, mientras que el indice de selectividad (IS) para C1 en combinacién aumenté casi el doble respecto a su
monoterapia. En los ensayos de toxicidad embrionaria, la combinacién mostré un LD50 al menos 625 veces mayor que su IC50, indicando un margen terapéutico
amplio.

A partir de estos resultados, y considerando los estudios ADME previos para C1, se realizaron ensayos in vivo frente a la enfermedad de Chagas (EC), obteniéndose
resultados altamente promisorios: la combinacién C1 + RF14 alcanz6 100 % de supervivencia, comparable al benznidazol, y una reduccién del 55 % en el pico de
parasitemia.

Como perspectiva, se propone profundizar los estudios farmacocinéticos de esta combinacidn para optimizar las dosis efectivas en el modelo murino agudo-crénico
de la EC. En conjunto, estos hallazgos confirman que el reposicionamiento y la combinacién de nuevos compuestos sintéticos con fdrmacos existentes mejora su
perfil farmacolégico y de seguridad, posibilitando el desarrollo de terapias mds econémicas, seguras y accesibles para enfermedades desatendidas.

Mecanismos de accién en T. cruzi

Los estudios complementarios confirmaron que los mecanismos de accién conocidos en mamiferos para Naft, Gaba y Pinav se conservan en el pardsito:
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Bloqueo de canales de Calcio, que altera la sefalizacion intracelular y la motilidad flagelar del pardsito.

Modulacion de la homeostasis del glutamato, interfiriendo con el metabolismo energético.

Alteracion de la integridad de membranas, que comprometen la replicacién y supervivencia del pardsito.

En conjunto, estos mecanismos generan un efecto sinérgico sobre la viabilidad de T. cruzi, justificando la eficacia observada in vivo.

Resultados en Leishmania spp.

La misma coleccién de fdrmacos fue evaluada frente a Leishmania infantum y L. braziliensis. Se identificaron 15 compuestos con actividad significativa, de los
cuales varios (naftazona, pinaverio bromuro, formononetina (aislada del extracto de trébol rojo)) coincidieron con los activos frente a T. cruzi, lo que sugiere dianas
y rutas metabélicas compartidas.

Otros, como profenamina, amlodipina y carvedilol, no compartieron la misma actividad in vitro respecto a T. cruzi, siendo activos solo frente a las formas
promastigote y amastigote en los modelos de THP-1.

En el modelo in vivo de leishmaniasis cutdnea murina, naftazona y amlodipina redujeron la carga parasitaria en las lesiones con eficacia comparable a
Glucantime®, incluso a dosis dos a cuatro veces menores. Formononetina y Climodin® presentaron efectos equivalentes entre si, observandose una reduccion
marcada de la carga parasitaria con la formononetina, confirmando que la actividad leishmanicida del extracto se debe principalmente a su componente flavénico
activo.

Los mecanismos de accion postulados para estos compuestos en Leishmania spp. incluyen:

Interferencia con la homeostasis del calcio, andloga a la observada en T. cruzi.

Disrupcién del potencial mitocondrial y del metabolismo redox, generando estrés oxidativo y apoptosis/necrosis tardia.

Alteracion de la integridad de membranas, que comprometen la replicacion y supervivencia del pardsito, andloga a la observada en T. cruzi.

Estos resultados confirman la existencia de blancos moleculares conservados entre T. cruzi y Leishmania spp., posicionando a estos compuestos como candidatos
promisores de amplio espectro dentro de la familia Trypanosomatidae.

Impactos potenciales

Econémicos:

El reposicionamiento de medicamentos aprobados representa una estrategia de bajo costo y rdpida transferencia tecnoldgica respecto al desarrollo de nuevas
entidades quimicas. Dado que los compuestos seleccionados ya poseen informacién clinica y de seguridad, su transicién a estudios preclinicos y clinicos
especificos para la enfermedad de Chagas implica una reduccién estimada de hasta 60—-70 % en costos de desarrollo. Esto es particularmente relevante para
enfermedades desatendidas, donde el retorno econémico tradicional limita la inversiéon de la industria farmacéutica.

Sociales:

El acceso a terapias eficaces, seguras y asequibles constituye un beneficio directo para las comunidades vulnerables afectadas por T. cruzi. El uso de fdrmacos
de bajo costo y disponibilidad local (como gabapentina o pinaverio bromuro) favorece la equidad en salud y el fortalecimiento de las capacidades farmacéuticas
nacionales y regionales. Ademds, la reduccién de la carga parasitaria y de la mortalidad en modelos animales sugiere un impacto potencial positivo en la calidad
de vida de los pacientes croénicos, especialmente aquellos con compromiso cardiaco o digestivo.

Ambientales:

El empleo de medicamentos ya aprobados reduce la necesidad de sintesis a gran escala de nuevos compuestos quimicos y de los procesos asociados de validacién
toxicolégica, contribuyendo asi a un menor impacto ambiental del desarrollo farmacéutico. Adicionalmente, la racionalizacién del uso de animales de laboratorio en
fases tempranas se alinea con los principios de las “3 R” (reducir, reemplazar y refinar).

Conclusiones y recomendaciones

Los resultados obtenidos en los diferentes modelos experimentales evidencian el potencial del reposicionamiento de farmacos clinicamente aprobados como una
estrategia eficiente y de bajo costo para el descubrimiento de nuevos agentes activos frente a tripanosomatidos del género Trypanosoma spp. y Leishmania spp.

En los ensayos in vitro frente a Trypanosoma cruzi, varios compuestos (entre ellos naftazona, el extracto del trébol rojo Climodin, bromuro de pinaverio y
gabapentina) demostraron una alta capacidad inhibitoria del crecimiento parasitario con bajos niveles de citotoxicidad en células de mamiferos, lo que permitié
establecer indices de selectividad superiores a los fdrmacos de referencia. Estos resultados se correlacionaron con los ensayos in vivo en el modelo murino agudo
de la enfermedad de Chagas, donde se observé una reduccidn significativa de la parasitemia y una mejora en la supervivencia de los animales tratados, validando
la eficacia bioldgica de las moléculas seleccionadas.

En el caso de Leishmania spp., las pruebas in vitro en promastigotes y amastigotes de L. infantum, junto con el modelo murino cutdneo de L. amazonensis,
confirmaron la actividad leishmanicida de los mismos compuestos, con efectos comparables o superiores a los fdrmacos de referencia, como miltefosina y
glucantime para la profenamina, proclorperazina, carvedilol, clomipramina y desloratadina.
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Las evaluaciones in vivo en el modelo murino de Leishmania amazonensis (leishmaniasis cutdnea) confirmaron que varias de estas moléculas presentan actividad
leishmanicida comparable o superior a la de los farmacos de referencia (miltefosina y glucantime).

Entre los compuestos evaluados, Naftazona, Formononetina, Profenamina, Pinaverio bromuro y Metamizol redujeron significativamente la carga parasitaria en el
sitio de lesion y el tamaiio de las lesiones cutdneas. Destacaron Naftazona y Amlodipina, que alcanzaron una eficacia equivalente a Glucantime®, pero a dosis 4 y 2
veces menores, respectivamente. Asimismo, Formononetina, en su formulacién purificada a partir de Climodin®, demostré una alta eficacia con menor dosis
administrada, confirmando la relacién entre estructura flavonoide y actividad antiparasitaria.

El andlisis estructural y funcional de las moléculas reveléd mecanismos de accién convergentes, que incluyen:

Bloqueo de canales de calcio, que afecta la motilidad flagelar y la diferenciacién parasitaria.

Alteracion de la integridad de membranas, que comprometen la replicacién y supervivencia del pardsito.

Alteracion de la homeostasis del glutamato y del metabolismo energético mitocondrial.

El ensayo de toxicidad embrionaria en Danio rerio proporcioné un sistema predictivo altamente sensible para la evaluacion de seguridad preclinica. La
combinacién mds activa (C1 + RF14, derivada de Climodin) mostré efectos letales s6lo a concentraciones muy superiores a las terapéuticamente efectivas,
confirmando un amplio margen de seguridad y una baja teratogenicidad en etapas tempranas del desarrollo, esto fue estudiado en el marco de la tesina de grado
en Bioquimica de la Lic. Pilar Terra.

De manera general, la integracion de los resultados in vitro, in vivo y en modelos alternativos sugiere que los compuestos evaluados acttan sobre blancos
moleculares conservados en tripanosomatidos, presentando sinergia entre mecanismos de accién y una toxicidad aceptable en organismos superiores, lo que los
posiciona como candidatos prometedores para avanzar a etapas preclinicas avanzadas.

Recomendaciones

Avanzar hacia estudios preclinicos ampliados, incluyendo farmacocinética y biodistribucién en modelos murinos crénicos, para definir perfiles de exposicion y

concentracion terapéutica.

Profundizar en los estudios mecanisticos, utilizando herramientas de biologia molecular, protedmica y metabolémica, para confirmar los blancos celulares
implicados (canales iénicos, enzimas redox, metabolismo del calcio y del glutamato).

Evaluar la eficacia combinada de las moléculas mds activas (por ejemplo, Naftazona + Profenamina o C1 + RF14) frente a cepas resistentes de T. cruziy
Leishmania, buscando efectos sinérgicos y reduccion de dosis efectivas.

Incorporar modelos animales alternativos, como el pez Danio rerio y el modelo de infeccidn en Galleria mellonella, para reducir el uso de vertebrados y optimizar
la deteccion temprana de toxicidad.

Considerar los impactos socioecondmicos y ambientales del desarrollo de estas formulaciones:

Su produccidén se basa en farmacos ya disponibles y de bajo costo, lo que facilita su implementacion en paises endémicos con recursos limitados.

El reposicionamiento reduce drdsticamente los tiempos y costos regulatorios respecto a nuevos desarrollos quimicos.

Desde el punto de vista ambiental, la sintesis o recuperacion de principios activos a partir de fuentes vegetales o naturales (como extractos de lipulo o derivados
de flavonoides) ofrece alternativas sostenibles y con menor impacto ecoldgico.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la viabilidad de continuar esta linea de investigacion interdisciplinaria en quimica medicinal, parasitologia y farmacologia,
promoviendo el desarrollo de nuevas terapias seguras, accesibles y ambientalmente responsables contra las enfermedades de Chagas y Leishmaniasis.
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Productos derivados del proyecto

Tipo de producto

Titulo

URI en repositorio de Silo

Autores Identificadores

Articulo cientifico

Articulo cientifico

Articulo cientifico

Tesis de
grado/monografias

Tesis de maestria

Looking for approved-
medicines to be
repositioned as anti-
Trypanosoma cruzi
agents. Identification
of new chemotypes
with good individual-
or in combination-
biological behaviours

Drug repurposing for
Chagas disease:
Trying to overcome
the 1 hit-to-preclinical
candidate stage

A new drug candidate
for treating
leishmaniasis was
discovered using a
drug repurposing
approach.

Polifarmacologia y
reposicionamiento
como estrategia
frente a
enfermedades
parasitarias
desatendidas

REPOSICIONAMIENTO
DE FARMACOS PARA
EL TRATAMIENTO DE
LA LEISHMANIASIS

Claudia
Veira, Diego

https://hdl.Lhandle.net/20.500.12008/53058 Finalizado
Benitez,

Leticia

Pérez-Diaz,

Guzmdn

Alvarez,

Hugo

Cerecetto,

Elena

Aguilera

Claudia

Veira,a

https://hdl.handle.net/20.500.12008/53063 Finalizado
Belén
Ddvila, Elva
Serna, Nilda
Portillo,
Gloria
Yaluff,b
Guzmdn
Alvarez,
Hugo
Cerecetto,
Elena
Aguilera

Rachel En
Ramos, proceso
Santiago

Chavez,

Maria Ana

Duaghon,

Elva Serna,

Gloria

Yaluff,

Marcelo A.

Comini,

Diego

Benites,

Elena

Aguilera,

Guzmadn

Alvarez

Pilar Terra, https://www.colibri.udelar.edu.uy/jspui/bitstream/20.500.12008/50397/1/uy24- Finalizado

Paola 21690.pdf
Lepantoy
Elena

Aguilera

Rachel En
Ramos, proceso
Guzman

Alvarez,
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Tipo de producto

Titulo

Autores Identificadores URI en repositorio de Silo

Estado

Tesis de maestria

Péster

Péster

Péster

Presentacién en
evento

Presentacion en
evento

VISCERAL

Reposicionamiento de
farmacos para el
tratamiento de la
Enfermedad de
Chagas

Esperanza en la
blusqueda de
tratamiento para la
leishmaniasis visceral

Polifarmacologia
como estrategia
frente a la
leishmaniasis
visceral.

Blsqueda de agentes
anti- T. cruzi
utilizando estrategias
de reposicionamiento
y polifarmacologia.

NUEVAS MOLECULAS
CON ACCION
LEISHMANICIDA:
REPOSICIONAMIENTO
DE FARMACOS COMO
ESTRATEGIA PARA EL
TRATAMIENTO
EFECTIVO DE LA
LEISHMANIASIS
VISCERAL

EFECTO DE
COMBINACIONES
ENTRE MOLECULAS
SINTETICAS Y
FARMACOS
COMERCIALES SOBRE
PARASITOS
TRIPANOSOMATIDOS

Elena
Aguilera

Claudia
Veira, Hugo
Cerecetto,
Elena
Aguilera

Rachel https://hdl.handle.net/20.500.12008/53062
Ramos

Granja, D.

BENITEZ,

COMINIMA,

Guzmadn

Alvarez,

Aguilera, E.

Pilar Terra,
Veira, M.C.,
Ramos,R.,

CERECETTO,
H., Guzmdn

https://hdL.handle.net/20.500.12008/53064

Alvarez,
Aguilera, E.

Veira, M.C.,
Aguilera, E.

https://hdl.handle.net/20.500.12008/53061

CERECETTO,
H.

Ramos https://sites.google.com/view/juquimed/programa/programa
Granja, R,

D. BENITEZ,

COMINIMA,

Guzmdn

Alvarez,

Aguilera, E

Pilar Terra,
Claudia
Veira,
Rachel

Ramos,

https://sites.google.com/view/juquimed/programa/programa

Guzmadn
Alvarez,
Hugo
Cerecetto,
Paola
Lepanto,
Elena
Aguilera

En
proceso

Finalizado

Finalizado

Finalizado

Finalizado

Finalizado
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Tipo de producto Titulo Autores Identificadores URI en repositorio de Silo Estado

Presentacién en Reposicionamiento de  Claudia https://sites.google.com/view/juquimed/programa/programa Finalizado
evento farmacos para el Veira, Diego

tratamiento de la Benitez,

enfermedad de Leticia

chagas. Identificacion Pérez-Diaz,
de nuevos quimiotipos Guzmdn

con respuesta Alvarez,
biolégica frente a Hugo
trypanosoma cruzien Cerecetto,
monoterapia o en Elena
combinacion Aguilera
Péster Novel potential drug Rachel https://hdl.handle.net/20.500.12008/53057 Finalizado
scaffold against Ramos,
visceral Guzmdn
Leishmaniasis Alvarez,
discovered using a Marcos
drug repurposing Couto,
approach Marcelo A.
Comini,
Diego
Benitez,
Elena
Aguilera
Péster ¢Es posible Claudia https://hdl.handle.net/20.500.12008/53059 Finalizado
reposicionar Veira, Hugo
principios activos Cerecettoy
disponibles en Elena
Uruguay en Aguilera

patologias humanas
para el tratamiento
de la Enfermedad de
Chagas en animales
domésticos?
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